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RESUMEN

Se estudiaron indistintamente, por los métodos de la inmunofluorescencia indirecta (IFI)
y la técnica de inmunohistoquimica mediante el uso de conjugados enziméticos con peroxidasa
(IP), un total de 100 sueros provenientes de pacientes con enfermedades autoinmunes y
personas sanas para la deteccién de anticuerpos antinucleares (AAN). Los resultados del
estudio de cada muestra empleando IFI e IP fueron comparados teniendo en cuenta su
positividad o no, asi como el patrén de marcaje que presentaron los casos positivos. Los
estudios de sensibilidad y especificidad mostraron un elevado indice de confiabilidad.
Teniendo en cuenta la elevada concordancia entre los resultados de IFI e IP, se pudo
concluir que la aplicacién del método de IP para la deteccién de AAN resulta factible;
ademads, este método posee mayor sensibilidad que IFI y por resultar mas econdmico, se
propone que constituya el método de eleccion.
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El estudio de los autoanticuerpos tiene
una gran importancia tanto en las ciencias
bésicas como en la practica médica. Desde
el punto de vista clinico se emplean para
establecer el diagnostico, estimar el pro-
noéstico y seguir la progresion de determi-
nadas enfermedades autoinmunes.' Desde
el punto de vista patogénico, las investiga-

ciones de estos autoanticuerpos permiten
identificar factores asociados con los tras-
tornos de la regulacién inmune presentes
en las enfermedades autoinmunes e identi-
ficar nuevos mecanismos patogénicos.?

En la biologia celular y molecular los
autoanticuerpos se emplean para identifi-
car moléculas que participan en diversos



procesos celulares como el procesamiento
de proteinas, la citocinesis, la regulacién
génica y la apoptosis.? Los autoanticuerpos
dirigidos contra antigenos intracelulares, y
fundamentalmente contra antigenos nuclea-
res, representan una caracteristica funda-
mental de un grupo de enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico (LES), el sindrome de Sjogren
(SS), la enfermedad mixta del tejido
conectivo (EMTC), la polimiositis, la
dermatomiositis y la artritis reumatoidea
(AR).* Algunos de estos autoanticuerpos
sirven como marcadores de la enfermedad
y se emplean como parte de los criterios
diagnoésticos de esta; por ejemplo, los
anticuerpos dirigidos contra el antigeno Sm
y los que reconocen al ADN de doble cade-
na se incluyen en los criterios de LES;’ la
presencia de anticuerpos anti-U1 ribonu-
cleoproteina es un criterio esencial para el
diagnéstico de la EMTCS y son importantes
los anticuerpos contra las moléculas Ro y
Laenel SS.7

El método de exploracién més utiliza-
do para la deteccién de anticuerpos
antinucleares (AAN) es la inmunofluores-
cencia indirecta (IFI), para lo cual se em-
plean anticuerpos anti-inmunoglobulinas
humanas marcados con fluoresceina y apli-
cados a cortes histoldgicos de higado de
rata. En los casos positivos se pueden iden-
tificar patrones de fluorescencia nuclear,
los cuales sugieren determinada especifici-
dad de los AAN que luego se corrobora
mediante otras técnicas inmunoldgicas y el
estudio clinico.? En el presente trabajo se
evalud la posibilidad de realizar el estu-
dio inmunolégico usando la técnica de
inmunohistoquimica mediante el empleo
de conjugados enzimaticos con peroxi-
dasa (IP), para poder prescindir de la
microscopia fluorescente en el diagnos-
tico de AAN en el suero, en los casos
que no se disponga de recursos para apli-
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car la técnica de inmunoflurescencia in-
directa.

METODOS

- Controles y pacientes.

Control positivo: para la estanda-
rizacién de la técnica inmunohisto-
quimica mediante el empleo de
conjugados enzimaticos se utilizé un
suero proveniente de un paciente
con AR, AAN positivo patréon
granular grado 1V que fue detectado
por IFI.

Control negativo: se emple6 un sue-
ro de Banco de Sangre AAN negati-
vo estudiado por IFI.

Controles sanos: se emplearon 20
sueros de donantes del Banco de
Sangre. En estos casos no se obser-
varon alteraciones clinicas, por lo
cual los sueros empleados se consi-
deraron de sujetos supuestamente
sanos.

Pacientes: se estudiaron 80 pacien-
tes con patologias autoinmunes,
diagnosticadas por estudios clinicos
y de laboratorio, entre las cuales 27
correspondian a LES, 27 a AR, 2 a
vasculitis, 1 a purpura de Schonlein-
Henoch, 1 a EMTC, 1 a cirrosis biliar
primaria y 21 con enfermedades
autoinmunes aun no clasificadas.

- Método analitico empleado.

En ambos casos (IFI e IP) se utilizaron
fragmentos de higado de rata que se conge-
laron en nitrogeno liquido y mas tarde se
realizaron cortes de 5 mm de grosor en un
criostato. Los cortes fueron fijados con
acetona 10 min para la mayor preservacion
del tejido.

IFI: los cortes se incubaron durante
30 min a temperatura ambiente con
suero humano diluido 1:10 y a conti-
nuacion con anti-lgG fluoresceinada,



manteniendo igual tiempo de

incubacién; las preparaciones fue-
ron observadas directamente en un
microscopio de fluorescencia.

» IP: los cortes fueron incubados con
suero diluido 1:10 durante 1 h atem-
peratura ambiente y posteriormente
con anti-lgG conjugada con pe-
roxidasa por el mismo espacio de
tiempo. La reaccién se reveld con
diaminobencidina y las muestras
fueron observadas al microscopio
Optico.

- Procedimiento. Los resultados se infor-

maron como positivos en los casos en que
se observo tincién o fluorescencia nu-
clear, o ambas. La clasificacion de los
casos positivos se realizé de acuerdo con
los patrones de reconocimiento nuclear,
con grados desde I hasta IV en depen-
dencia de la intensidad de la tincion,
como:

» Difuso: tincién inespecifica en todo
el nacleo.

e Granular: tincién en forma de granu-
los en el nacleo.

» Periférico: tincién en la periferia nu-
clear.

» Nucleolar: tincién localizada al nivel
del nucleolo.

- Meétodo estadistico.

Se realiz6 el calculo de sensibilidad
(S), especificidad (Sp) y valor predictivo
positivo y negativo (vpp)(vpn) mediante
una férmula binomial y aplicando el teo-
rema de Bayes. Se considerd un limite
de confianza de 95 %, realizando los cal-
culos para la sensibilidad y la especifi-
cidad, por medio del método basado en
la «distribucién binomial exacta». Se rea-
liz6 el calculo de concordancia median-
te la prueba de kappa.®

RESULTADOS

La evaluacion cualitativa de las prepa-
raciones permitié establecer criterios de
comparacion entre ambos métodos, asi la
observacion microscdpica de las prepara-
ciones por IP fue comparable a las realiza-
das por IFI, en cuanto a la determinacion
del patrén de expresion de los AAN.

Para informar los célculos estadisti-
cos realizados se empled la férmula
binomial, basada en una tabla de contin-
gencia (tabla 1).

Se aplico el teorema de Bayes y los
valores predictivos concuerdan con los mos-
trados anteriormente. Se calcularon inter-
valos de confianza a 95 % para la sensibili-
dad y la especificidad, utilizando el méto-
do basado en la distribucion binomial exac-
ta y la estimacién para la especificidad fue
de 86,29y 99,51; y para la sensibilidad de

TABLA 1. Resultados encontrados con el método de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa en suero de

pacientes con enfermedades autoinmunes

Inmunofluorescencia
Inmunoperoxidasa positivos negativos total
positivos 30(a) 2(b) 32(a+h)
negativos 0(c) 48 (d) 48 (c+d)
total 30(a+c) 50(b+d) 80(a+b+c+d)

N = a+b+c+d = 80 Sensibilidad (S) = aJla+c = 1 =100 %

Prevalencia (P) = a+c/N = 0,375 Especificidad (Sp)

=d/b+d=096=96%

vpp = ala+b =0,937=93,7%vpn = dic+d = 1=100%
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88,43 y 100,00. Se evaluaron ademas ambos
métodos, mediante el calculo de concordan-
cia aplicando la prueba de kappa, donde
resulté k = 0,947 y este valor acusa una
correlaciéon muy buena.

Desde el punto de vista cuantitativo,
al comparar los controles supuestamente
sanos por el examen clinico (muestras del
Banco de Sangre) entre las 2 técnicas, se
pudo observar que 100 % de las muestras
procesadas resultd negativo.

En la tabla 2 se muestra el diagnéstico
clinico de los pacientes y los resultados de
ambos métodos, donde puede apreciarse que
la positividad/negatividad de 2 casos difie-
re en cuanto al método empleado.

En el andlisis de los patrones de reco-
nocimiento entre uno y otro métodos tam-
bién se observé una elevada coincidencia
en el diagnoéstico (95 %), solo en 4 pacien-

tes se encontraron diferencias (tabla 3). Las
diferencias fundamentales se observaron en
cuanto a los patrones granulares y los difu-
sos, en 3 de los casos por el método IP se
pudo reconocer un patrén granular tinico.
Sin embargo, por IFI se reconocié un pa-
trén difuso o la combinacién de este con
granular. En el caso 4, el diagndstico por
IFI fue de granular y por IP fue de granular
difuso.

DISCUSION

La comparacion de los resultados del
procesamiento de las muestras de suero por
IFI e IP indica una coincidencia total en cuan-
to a muestras positivas, es decir, 100 % de
los casos por IFI también lo fueron por IP.
La Sy Sp de IP fueron 100 y 96 % respec-
tivamente, el vpp 93,75 % y vpn 100 %. Sin

TABLA 2. Muestras estudiadas y diagndstico (positivo y negativo) segin el método empleado

No. de pacientes Diagnéstico IFI(+)  IFI() IP(+) IP()
27 LES n 16 n 16
27 AR 8 19 10 17
2 v 1 1 1 1
1 EMTC 0 1 0 1
1 CBH 0 1 0 1
1 P 0 1 0 1
21 EAI(SC) 6 15 5 15

LES: lupus eritematoso sistémico), AR: artritis reumatoidea, V: vasculitis, EMTC: enfermedad
mixta del tejido conectivo, CBH: cirrosis biliar primaria, P: plrpura Schonlein Henoch, EAI (SC):

enfermedades autoinmunes sin clasificar.

TABLA 3. Conducta de los patrones de reconocimiento nuclear segiin el método empleado para
los pacientes con diferentes comportamientos

Paciente Diagndstico IFl IP

Caso 1 AR difuso lll granular fino |
Caso2 LES difuso granular IV granular [V
Caso3 AR difuso granular IV granular [V
Caso4 v granular | difuso granular IV

LES: lupus eritematoso sistémico, AR: artritis reumatoidea, V: vasculitis.
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embargo, 2 casos diagnosticados clinica-
mente como artritis reumatoidea y que fue-
ron negativos por IFI, resultaron positivos
por IP (tabla 2), lo cual pudiera explicarse
por una mayor sensibilidad de este tltimo
método en comparacién con la IFT; esto se
corresponde con las diferencias de sensibi-
lidad descritas entre una y otra técnica.®

Las diferencias encontradas en el caso
4 de 1a tabla 3 indican que no se puede de-
cir que se sigue una tendencia de reconoci-
miento en dependencia del método usado, a
pesar de los pocos casos estudiados que
muestran diferencias. No obstante, las di-
ferencias encontradas en el patrén de reco-
nocimiento inmunocitoquimico tiene solo un
valor limitado en el diagnoéstico y la confir-
macion clinica de las enfermedades reuma-
ticas.!! Ademads, desde el punto de vista di-
ferencial, los patrones granular y difuso son
muy semejantes, por lo que no es de extra-
fiar el solapamiento entre ambos.

Los resultados de este trabajo discre-
pan con algunos reportes que plantean que
no hay concordancia entre los obtenidos por
uno u otro métodos.'? Sin embargo, otros
estudios sugieren la posibilidad de que el
método de IFI puede ser sustituido por el
de IP13.14 1o cual se corresponde con los
hallazgos de la presente investigacion.

Ambos métodos son de alta sensibili-
dad y especificidad y utilizan complejos
antigeno-anticuerpo para observar los com-
ponentes celulares no detectables por téc-

SUMMARY

nicas de rutina, por lo tanto, afladen una
nueva dimension al diagndstico sobre la base
morfoldgica en células y tejidos. Se em-
plean en la visualizacién de marcadores de
diferenciacion, productos sintetizados por
las células y marcadores de activacién y
proliferacién celular. Son cada vez mas
valiosos en el diagndstico anatomopatol6gico
como en neoplasias, enfermedades infeccio-
sas, neurodegenerativas, cardiovasculares y
también han demostrado ser muy ttiles en
la biologia experimental.

La sustitucién de la IFI por la IP desde
el punto de vista practico, también se apoya
en el hecho de la posibilidad que brinda la
IP de hacer estudios ulteriores al diagnésti-
co, porque a diferencia de la IFI, las mues-
tras estudiadas por IP no se desvanecen y
perduran por tiempo indefinido. Lo ante-
rior también presupone que el diagnéstico
se pueda realizar prescindiendo del micros-
copio de fluorescencia, lo cual ademas aba-
rata la metodologia de estudio.

Teniendo en cuenta la elevada coinci-
dencia entre los resultados que brinda la
IFI y la IP, se puede concluir que la aplica-
cion del método de IP, para la deteccion de
AAN resulta factible, y por constituir un
método mas econdmico, se propone puede
ser aplicado en los laboratorios que no dis-
pongan de los recursos necesarios para la
realizacién del diagndstico de enfermeda-
des autoinmunes, por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta.

A total of 100 sera from patients with autoimmune diseases and sound individuals were indistinctly studied by the
methods of indirect immunofluorescence (IIF) and the immunohistochemical technique by using enzimatic
conjugates with peroxidase (IP) in order to detect antinuclear antibodies (ANA). The results of the study of each
sample by IIF and IP were compared taking into account their positivity or not, as well as the marking pattern
presented by the positive cases. The sensitivity and specificity studies showed an elevated index of reliability.
Taking into account the high concordance between the IIF and IP studies, it was concluded that the application of
the IP method for the detection of ANA is feasible, and that as it is more sensitive and economic than the IFI, it

is recommended as the election method.
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